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(54) Proc6d6 d'obtention de mutants de prolines inactivant les ribosomes, genes mutants ainsi obtenus et leurs 
applications. 

[.'Invention est relative a un procede d'obtention d'un 
gSne codant pour une proteine toxique pour les cellules eu- 
caryotes et non-toxique pour les cellules procaryotes, le- 
quel comprend la mutagenese d'un gene codant pour une 
proteine toxique pour les cellules eucaryotes et procaryo- 
tes, la selection des genes mutants dont Texpression dans 
une cellule procaryote autorise la croissance de ladite cel- 
lule, et une seconde selection, parmi lesdits genes mu- 
tants, de ceux dont le prod u it d'expression est toxique pour 
les cellules eucaryotes. 

L'lnvention englobe egalement les genes mutants obte- 
nus par ce proc6de\ les cellules transformers ex prima nt 
lesdits genes, les proteines mutantes produites par ces cel- 
lules, et leurs utilisations. 

Avantageusement, ('Invention s'applique a I'obtention de 
mutants d'une RIP de type I. 
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PROCEDE D 1 OBTENTION DE MUTANTS DE PROTEINES INACTIVANT 
LES RIBOSOMES, GENES MUTANTS AINSI OBTENUS ET LEURS 
APPLICATIONS . 

L 1 Invention est relative k l'obtention de 
5 mutants de proteines toxiques pour les cellules 
eucaryotes et procaryotes, en particulier de proteines 
inactivant les ribosomes, telles que la prot^ine 
antivirale du pokeweed (PAP), et a leur utilisation. 

Un grand nombre d'especes vegetales syntheti- 

10 sent des proteines denommees proteines inactivant les 
ribosomes (RIP), qui sont des N-glycosidases . Le pokeweed 
(Phytolacca am6ricana) produit une RIP, denommee PAP 
(proteine antivirale du pokeweed) , dont 3 formes ont ete 
decrites : une PAP de 29 kDa et une PAP-II de 30 kDa pro- 

15 duites par les feuilles [IRVIN et al. Arch. Biochem. 
Biophys., 200, 418-425, (1980)], ainsi qu'une PAP-S de 
3 0 kDa qui a ete mise en evidence dans les graines 
[BARBIER et al., Biochem J., 203, 55-59, (1982)]. 

Les RIP reconnaissent une region hautement 

20 conservee de la surface de la sous -unite 60 S du ribosome 
eucaryote, et scindent specifiquement la liaison entre 
A-4324 et le ribose de l'ARNr 28S. Le clivage inactive 
irr6versiblement la sous -unite ribosomale, et inhibe par 
consequent le processus de traduction. C'est par ce meca- 

25 nisme que I'on explique egalement les proprietes anti- 
virales de la PAP. 

La PAP appartient aux RIP de type I, qui com- 
prennent une seule chaine peptidique, contrairement aux 
RIP de type II qui en comprennent deux, dont une seule, 

30 denommee chaine A, possede une activity glycosidase. Une 
r evue sur les RIP a et£ publiee recemment par STIRPE et 
al., (Bio/technology, 10, 405-412, 1992). 

Les RIP agissent au niveau d'une sequence 
cible hautement conservee chez les ribosomes eucaryotes 

35 et procaryotes. Cependant, seules les RIP de type I 
possedent la propriete d*§tre egalement actives sur les 
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ribosomes des eucaryotes et des procaryotes. Dans le cas 
de ces derniers, elles scindent la liaison entre A-2660 
et le ribose de l'ARNr 23S, et previendraient de la sorte 
1 1 interaction de A-2660 avec les facteurs d' elongation de 
5 E. coli, EF-G et EF-Tu, ce qui expliquerait leur effet 
inhibiteur sur la traduction, et leur toxicity pour 
E.coli (HARTLEY et al., FEBS Letters, 290, p. 65-68, 
1991) . 

II a ete propose d'utiliser les RIP pour la 

10 fabrication d 1 immunotoxines . Les immunotoxines sont des 
molecules bifonctionnelles constitutes par une toxine 
liee a un anticorps monoclonal (Mab) . L'anticorps se fixe 
specif iquement aux cellules cibles portant 1" epitope 
reconnu par lui, et la toxine pen^tre dans le cy toplasme 

15 de ces cellules, provoquant leur destruction. 

Les immunotoxines sont produites par couplage 
chimique entre l'anticorps et la toxine, et sont aussi 
produites par genie genetique, en fusionnant les cadres 
de lecture des deux peptides, afin de produire un gene 

20 chimerique, dont le produit de traduction est une 
proteine recombinante, ou 1' extremity C-terminale d'un 
fragment . variable monocatenaire (constitue des deux 
regions variables d'un anticorps reliees par un peptide 
neutre), est fusionnee a l'extremite N-terminale d'une 

25 toxine. 

Dans le cas des immunotoxines comprenant une 
RIP de type I comme la PAP, leur production par genie 
genetique chez E. coli. se heurte a 1 'obstacle -const itu6 
par 1' activity de la RIP sur les ribosomes procaryotes. 

30 Or, les Invent eurs ont maintenant constate 

gu'il 6tait possible d'obtenir des mutants des RIP de 
type I conservant la capacite d'inhiber la traduction 
chez les eucaryotes, mais non-toxiques pour E. coli. lis 
ont en particulier procdde au clonage et a la mutagenese 

35 du gene codant pour la PAP, et sont parvenus a obtenir 
des genes mutants dont le produit possede une activity 



2699553 



3 

similaire a celle d'une chaine A de RIP de type II. 

* La presente Invention a pour objet un proc6d6 
d'obtention d'un gene codant pour une proteine toxique 
pour les cellules eucaryotes et non-toxique pour les 
5 cellules procaryotes, lequel proced6 est caract£rise en 
ce qu'il comprend la mutagenese d'un gene codant pour une 
proteine toxique pour les cellules eucaryotes et proca- 
ryotes, la selection des genes mutants dont 1' expression 
dans une cellule procaryote autorise la croissance de 

10 ladite cellule, et une seconde selection, parmi lesdits 
genes mutants, de ceux dont le produit d 1 expression est 
toxique pour les cellules eucaryotes. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
procede conforme a 1' Invention, on procede a la mutage- 

15 nese d'un gene codant pour une RIP de type I, pour 
obtenir une RIP active sur les ribosomes eucaryotes et 
inactive sur les ribosomes procaryotes. 

Selon une modalite preferee de ce mode de mise 
en oeuvre, la RIP de type I est la PAP. Dans 1' expose de 

20 la presente Invention, le terme PAP designe la PAP 
obtenue a partir des feuilles de Phytolacca americana et 
dont le gene a ete clone par LIN et al. [Plant Mol. 
Biol., 17, 609-614, (1991)] ; toutefois, le procede 
conforme a 1' invention peut bien entendu s'appliquer aux 

25 autres formes connues de la proteine antivirale du 
pokeweed, qui sont egalement des RIP de type I. 

La presente Invention englobe Egalement les 
genes mutants susceptibles d'etre obtenus par le procede 
conforme a 1' Invention. 

30 La presente Invention a 6galement pour objet 

un procedd d'obtention d'une bacterie transformee produi- 
sant une proteine toxique pour les cellules eucaryotes et 
non-toxique pour les cellules procaryotes, en particulier 
une RIP active sur les ribosomes eucaryotes et inactive 

35 sur les ribosomes procaryotes, lequel procede est carac- 
terise en ce qu'il comprend la mutagenese et le clonage 
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dans un vecteur d 1 expression d'un g&ne codant pour une 
proteine toxique pour les cellules eucaryotes et proca- 
ryotes, en particulier pour une RIP de type I, suivis du 
trans fert dudit vecteur dans des cellules bact6riennes, 
5 de la mise en culture desdites cellules bacteriennes dans 
des conditions permettant 1' expression du gene clone, 
pour select ionner les clones de cellules qui poussent 
dans ces conditions, et de la selection, parmi les clones 
cellulaires obtenus, de ceux qui expriment une proteine 

10 toxique pour des cellules eucaryotes, en particulier une 
RIP active sur les ribosomes eucaryotes. 

La presente Invention a egalement pour objet 
les bacteries transformees susceptibles d'§tre obtenues 
par le procede ci-dessus. 

15 La presente Invention a egalement pour objet 

un procede de production d ! une proteine toxique pour les 
cellules eucaryotes et non-toxique pour les cellules 
procaryotes, lequel procede est caract^rise en ce qu'il 
comprend la mise en culture d'une cellule (procaryote ou 

20 eucaryote) comprenant un gene mutant conforme a 
l 1 Invention, dans des conditions permettant l 1 expression 
dudit gene, et la purification de la proteine mutante 
exprimee par la cellule. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 

25 procede conforme a 1' Invention, la proteine mutante est 
une RIP active sur les ribosomes eucaryotes et inactive 
sur les ribosomes procaryotes. 

La presente Invention englobe egalement toute 
RIP mutante, susceptible d'§tre obtenue par le procede 

30 defini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation pr€f6r£ de la 
presente Invention, la RIP mutante derive de la PAP. 

En particulier, la presente Invention a pour 
objet une proteine caracterisee en ce que sa sequence 

35 polypeptidique derive par mutation de celle de la PAP, et 
comporte au moins l'une des trois mutations suivantes 
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- substitution en position 68 d'une arginine 
par une glycine; 

substitution en position 196 d'une 
phenylalanine par une tyrosine; 
5 - substitution en position 211 d'une lysine 

par une arginine. 

La Figure 1 represente la sequence polypepti- 
dique de la PAP sauvage, et des mutations ponctuelles 
mentionnees ci-dessus sont indiguees sous cette sequence, 
10 en regard des acides amines correspondants de la sequence 
sauvage. 

Les proteines mutantes conformes a l 1 Invention 
ne sont pas toxiques pour E.coli ; en consequence, les 
genes clones codant pour ces proteines, en particulier 

15 pour les RIP sont utilisables pour 1' expression de ces 
toxines, ainsi que pour celle de toute prot6ine hybride 
recombinante comprenant lesdites toxines, telle que par 
exemple, des immuno toxines, dans des cellules procaryotes 
aussi bien que dans des cellules eucaryotes. 

20 Ces genes sont egalement utilisables pour 

l'obtention de plantes ou animaux transgeniques , afin par 
exemple de les rendre resistants aux infections virales 
en plagant le gene codant pour la toxine mutante sous le 
controle d'un promoteur inductible par 1' infection 

25 virale, ou afin de detruire un type cellulaire ou un 
tissu particulier, en placant le gene sous contr61e d'un 
promoteur ne s'exprimant que dans ce tissu particulier. 

La present e Invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 

30 refere a des exemples d'obtention de mutants de la PAP 
conformes a 1 ' Invention. 

EXEMPLE 1 : CL0NA6E DE L'ADNc DE LA PAP. 
Des f euilles de Phytolacca americana ont ete 
recolt^es et broy^es dans 1' azote liquide. Le broyat a 

35 ete repris dans du tampon Tris-HCl 200 iriM pH 9, 
400 iriM KC1, 35 mM MgCl2, 35 mM EDTA, a raison de 1 ml de 
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tampon par gramme de feuilles ; le melange a subi une 
extraction au phenol. L'ARN total a et£ precipite a 
l'6thanol en presence de 0,3 M d 1 acetate de sodium, lave 
2 f ois a 1 ' ethanol 70% et resuspendu dans 1 ' eau 
5 st6rilisee. L'ARN poly (A) a et6 purifie sur une colonne 
de cellulose oligo-d(T) . 

5 \ig d'ARN ont et£ hybrides a 5 pmoles 
d'oligodeoxynucleotide GCTCTAGAGAATTCAAGC (T) 17 (MRNAC1) 
qui s'hybride avec la queue poly A de l'ARN messager. 

10 Dans cette amorce MRNA.C1, en 5 1 de la queue (dT)17, une 
sequence a ete introduite afin d'incorporer des sites de 
restriction convenables. L'ARN a ete soumis a l'action de 
la transcriptase inverse dans un volume total de 20 jll de 
tampon Trxs-HCl 50 mM pH 8,3, 75 mM KC1, ImM DTT, 3 mM 

15 MgCL2, 625 |IM de chaque dNTP, 20 U de RNAsin and 200 U de 
transcriptase inverse BRL M-MLV. La synthese de l'ADNc a 
ete effectuee pendant 30 minutes a 35 "C, 30 minutes a 
42 *C, et 30 minutes a 50 "C. 

L'ADNc obtenu a ete amplifie par la methode de 

20 la PCR. Pour les amplifications PCR, la sequence de 
1* amorce d'aval GCTCTAGAGAATTCAAGC (MRNA.F1) correspond a 
la sequence de l'amorce MRAN.C1 moins la queue d(T) . 
L 1 amorce d ' amont CGGGATCC ATGGTI AAYAC I ATHATHTAYAAYGT 
(PAP.B1), a ete deduite de la sequence en acides amines 

25 des 8 premiers residus de la proteine mature VNTIIYNV. 
Aux 2 positions ou la degenerescence etait superieure a 
3 , un residu inosine a ete incorpore, ce qui a abouti a 
une amorce dont la degenerescence est" de 72. 
A I'extremite 5' de cette sequence, un site Ncol a 6t6 

30 incorpore, introduisant un residu methionine en tant que 
codon d' initiation de la traduction. 

5 jxl du melange reactionnel de transcription 
inverse ont ete ajoutes a 45 \il de tampon Tris-HCl 10 mM 
pH 8,8, 50 mM KC1, 1,5 mM MgC12, 0,002 % (poids /volume) 

35 de gelatine, contenant 25 pmoles de chacune des amorces 
d' amont et d ( aval, et une unit6 d'ADN polymerase Taq 
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(Perkin Elmer Cetus) . Le cycle de reaction consistant en 
une denaturation a 92 'C pendant 1 minute, une hybridation 
d 1 amorces a 52 *C pendant 1 minute, et une extension a 
72 "C pendant 75 secondes plus 1 seconde par cycle, a ete 
5 repete 30 fois. 

L' amplification par PCR fait apparaitre un 
profil specif ique de 4 bandes . En comparant la taille de 
ces bandes avec le poids moleculaire de la PAP (environ 
30 Kd) , il apparait que les trois produits les plus longs 

10 ont la capacite de coder pour la proteine entiere. Le 
clonage a ete effectue avec le plus petit de ces trois 
produits d 1 amplification. 

La Figure 2 represente les profils des pro- 
duits d' amplification obtenus en presence d'ADNc obtenu a 

15 partir d'ARN total (puits 1) ou d'ARN messager (puits 2) 
prepare a partir de feuilles d§ Phytolacca americana ; ou 
bien (controle de specif icite de la reaction PCR) en 
presence d'ADNc obtenu a partir d'ARN extrait d'une 
lignee cellulaire de myelome murin (puits 3) . Le marqueur 

20 de poids moleculaire (puits 4) est le produit de diges- 
tion de phage lambda par BstEII. La fleche indique la 
position du produit utilise pour le clonage. 

Le produit d' amplification PCR purifie sur gel 
a ete digere par Ncol, traite par la polymerase de Klenow 

25 et digere par Hindlll. Le vecteur de clonage 
pBluescript KS a ete digere par Hindlll, puis par Hindi. 
La ligation a ete effectue par incubation du vecteur et 
de 1' insert pendant une nuit a 16*C en presence d'ADN 
ligase T4 (BRL) , dans du tampon de ligation. Des cellules 

30 de la souche XLl-Blue de E. coli ont et£ transfect^es par 
61ectroporation avec le melange de ligation, et les 
clones recombinants ont ete selectionn^s en presence de 
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) 
et d'IPTG (isopropyl-p-thiogalactopyranoside) sur des 

35 boites contenant de 1 , ampicilline (50 fig/ml) et de la 
tetracycline (12,5 Jig/ml) . 
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14 clones comprenant un insert d 1 environ 
1050 paires de bases ont ete caracterises et analyses. 

EXEMPLE 2 : EXPRESSION DE PAP RECOMBINANTS 
CHEZ E. COLI 

5 Les clones comprenant la totalite du cadre de 

lecture ouverte de la PAP ont ete digeres avec les 
enzymes Ncol et Hindlll, et les inserts purifies sur gel 
ont ete introduits dans le vecteur d' expression PKK233.2 
(Pharmacia) qui permet d'obtenir un niveau elev6 

10 d 1 expression de proteines dans le cytoplasme bacterien, 
digere au prealable avec les m§mes enzymes. Le melange a 
ete utilise pour transformer des cellules de E. coli 
XLl-Blues, et les clones recombinants ont ete 
selectionnes sur des boites de culture contenant de 

15 l'ampicilline (50|lg/ml) et de la tetracycline 
(12,5 p.g/ml) , cette derniere afin de bloquer 1' expression 
de la PAP qui est toxique pour E. coli et par digestion 
avec les enzymes Ncol et Hindlll. 

L ! influence de 1' expression de la PAP sur la 

20 croissance de E. coli a ete analysee apres induction par 
l'IPTG. 

Des cultures en presence ou en 1 ' absence 
d'IPTG ont ete demarrees a partir de precultures ayant 
pousse pendant une nuit. Pour les 14 clones etudies, les 

25 cellules ont pousse pendant la preculture. Cependant 
1' analyse de la croissance de la culture a permis de 
classer les inserts en deux groupes . Dans 7 cas / les 
cellules n'etaient plus capables de pousser avec ou sans 
inducteur (groupe A) et dans 7 autres cas, les cellules 

30 ont pousse apres addition de l 1 inducteur, mais a un 
niveau plus bas que la normale (groupe B) . Dans ce mdme 
groupe B le niveau de sensibilite a 1'IPTG n'est pas le 
meme pour les differents clones, et pour deux de ces 
clones (clones 2 et 16) ce niveau de sensibilite est tres 

35 bas. Les resultats correspondants sont representes a la 
Figure 3 : la DOg 0 o a ete mesur^e apres induction de 
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1' expression de la proteine (+IPTG) ou bien sans induc- 
tion de 1* expression de la proteine (-IPTG) . Les courbes 
ont ete etablies a partir de la moyenne des valeurs 
obtenues avec les clones du groupe A et les clones du 
5 groupe B. 

La croissance des cellules bactdriennes sur 
milieu de culture LB, a 6te suivie par mesure de la 
densite optique a 600 nm. L' expression de la proteine 
recombinante a ete induite par addition de 1 iriM d'IPTG. 

10 Cette selection positive des • clones non 

toxiques pour E. coli peut aussi directement etre 
realisee sur milieu solide, en etalant sur la boite de 
culture contenant de 1 'ampicilline 60 [lg d'IPTG avant 
d'etaler les bacteries transformees . L ■ utilisation d'une 

15 quantite trop elevee d'IPTG inhibe aussi la croissance 
des clones non toxiques . 

L 1 expression de la PAP recombinante a ete 
evaluee dans chacun des 14 clones. Pour le groupe B, une 
preculture d'une nuit a ete utilisee pour d&narrer la 

20 culture. Pour le groupe A, la culture ete directement 
d<§marr6e a partir du stock de bacteries conservees dans 
le glycerol. Les bacteries ont 6te cultivees jusqu'a 
obtention d'une DO 60 0 de °' 45 P^ealablement a 1' induction 
par IPTG* A partir de chacune des cultures, les proteines 

25 totales des bacteries ont ete analysees sur gel de poly- 
acrylamide en conditions denaturantes (LAEMMLI, Nature, 
227, 680-685, (1970)). 

Sur les profils obtenus, la presence de la PAP 
recombinante peut §tre deceive parmi la totality des 

30 proteines de la cellule. 5 des clones du groupe B (clones 
1, 4, 9, 10, 15) produisent la PAP recombinante en quan- 
tite importante. En revanche, la PAP n'apparait pas de 
fagon claire sur les profils obtenus a partir des clones 
2 et 16 du groupe B, et est absente des profils obtenus 

35 pour 1' ensemble des clones du groupe A. 

La Figure 4 montre le niveau d 1 expression de 
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PAP recombinante dans un clone contenant un insert du 
groupe B. Les proteines analysees sont obtenues a partir 
de cellules induites par 1 ! IPTG contenant le vecteur sans 
insert (puits 1), de cellules contenant le vecteur avec 
5 1' insert (puits 2} . La fleche indique la position de la 
PAP recombinante. 

L'activite enzymatique des proteines codees 
par les clones 1, 4, 9, 10 et 15 a et6 testee in vitro 
sur un systeme de synthese de proteines par un lysat de 

10 reticulocytes. Dans ce but, a partir de chaque culture, 
la fraction des inclusions cytoplasmiques contenant la 
PAP recombinante a ete preparee comme decrit par CITOVSKY 
et al. (Cell., 60, pages 637-647, 1990), k 1' exception de 
la derniere etape de solubilisation, qui a ete effectuee 

15 dans un tampon contenant Tris 10 iriM, pH 8, 8 M d'uree, 
0,1 M de. NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM DTT et 
1 mM PMSF, et a une temperature de 4*C. Les proteines 
solubilisees ont ete dialysees contre un tampon Tris-HCl 
pH 7,5 10 mM, NaCl 0,1 M afin de les renaturer, puis 

20 centrifugees. Le surnageant a ete analyse sur gel de 
polyacrylamide en conditions denaturantes pour estimer la 
quantite relative de PAP recombinante utilisee pour 
chaque test d'activite. 

Les tests d'activite des PAP produites par les 

25 differents clones sur la synthese des proteines in vitro 
a ete effectuee en utilisant le "Kit reticulocyte de type 
II" de BOEHRINGER, et une matrice d'ARN du virus de la 
mosaique de la luzerne. Les reactions ont ete effectuees 
dans 12,5 ml de melange reactionnel, contenant 1 \ig d'ARN 

30 viral, 10 M-Ci de methionine marquee au soufre 35, 
(Amersham) et 1 |ll de PAP dilue au 1/10 dans du tampon 
Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 0,1 M. Dans certaines expe- 
riences, les reticulocytes ont d'abord et6 incubes 
pendant 20 minutes en presence de PAP avant le d£but de 

35 la synthese de proteines. La synthase de proteines a 6t6 
effectuee a 30 'C pendant 30 minutes. 
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Les resultats de ces tests sont representes a 

la Figure 5 : 

- 5A : Analyse sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS, des mutants de la PAP utilises pour le 

5 test d'activite. 

Les echantillons analyses contiennent des 
proteines renaturees de la fraction des inclusions 
preparees a partir de cellules contenant le vecteur sans 
insert (puits 2), ou 1' insert PAPl (puits 3), PAP4 
10 (puits 4), PAP 9 (puits 5), PAP10 (puits 6), PAP 15 
(puits 7). Le puits 1 contient des marqueurs de poids 
moleculaire. 

- 5 B : Autoradiographie des proteines synthe- 
tisees in vitro apres electrophorese sur gel de polyacry- 

15 lamide en presence de SDS. 

La synthese de proteines a et6 initiee 
directement (Bl) , ou bien le lysat de reticulocytes a et<§ 
d'abord pr^incube avec la preparation de PAP a tester 
(B2). Dans ces conditions, ont ete testes le tampon de 

20 dialyse utilise pour la renaturation (puits 1) , les pro- 
lines renaturees de la fraction des corps d 1 inclusion 
prepares a partir de cellules contenant le vecteur sans 
insert (puits 2), ou avec 1' insert PAPl (puits 3), PAP4 
(puits 4), PAP 9 (puits 5), PAP10 (puits 6), PAPl 5 

25 (puits 7) . 

Les resultats obtenus montrent que les pro- 
teines codees par les clones 4 et 15 n'ont aucune 
influence sur la synthese des proteines in vitro dans le 
syst£me de reticulocytes. En revanche, 3 des autres pro- 

30 teines inhibent la synthese proteique (PAPl, 9 et 10). Ce 
sont les clones PAPl et 9 qui ont l'activite la plus 
elevee. L'activite de PAP10 n'apparalt que si l'on 
procede auparavant a une preincubation de la PAP obtenue 
a partir de ce clone avec les extraits de reticulocytes, 

35 avant 1' initiation de la synthase des proteines, 
(Figure 5) ou bien quand la preparation de PAP est 



